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W nawigzaniu do poprzedniego artykutu, w ktérym omoéwiono sytuacje epide-
miologiczng zakazen meningokokowych na terenie woj. stoi. warszawskiego, reje-
strowanych przez Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne oraz wystapienia dwoch
przypadkéw posocznicy meningokokowej u dziewczynek uczeszczajacych do tego
samego przedszkola w Zielonce, w niniejszej pracy przedstawiono badania nosi-
cielstwa N. meningitidis przeprowadzone w Zielonce oraz sposéb postepowania
z pobranym materiatem. Ponadto przeprowadzono analize fenotypowsg i geno-
typowa 6 szczepdéw N. meningitidis wyizolowanych w ostatnim okresie czasu od
chorych hospitalizowanych w szpitalu w Wolominie - woj. stoi. warszawskie.

BADANIA NOSICIELSTWA N. MENINGITIDIS
PRZEPROWADZONE W ZIELONCE

W dniach 13 i 23 wrzes$nia 1997 roku stwierdzono dwa zachorowania na posocz-
nice meningokokowg u dziewczynek uczeszczajgcych do dwoch roznych grup przed-
szkolnych Miejskiego Przedszkola Nr 1 w Zielonce, woj. stot. warszawskie. Robocze
sprawozdanie z badan przedstawiono w Meldunku dwutygodniowym (9).

W sobote 27 wrzesnia na drzwiach Rejonowej Poradni Zdrowia oraz przedszkola
w Zielonce umieszczono informacje o planowanym badaniu w kierunku nosicielstwa
w poniedziatek (29 wrzesnia). W tym dniu w pomieszczeniach izolacyjnych Rejonowej

* Badania cze$ciowo finansowane z Projektu Badawczego K.BN Nr 4 PO5D 050 12 pt.: ,,Badanie
stanu nosicielstwa szczepéw N. meningitidis, H. influenzae i S. pneumonaie w jamie nosowo-gardtowej
zdrowych dorostych i dzieci oraz charakterystyka wyizolowanych szczep6w” a takze Projektu Badaw-
czego KBN 4 PO5E 061 pt.: ,,Charakterystyka fenotypowa i genotypowa szczepdw Neisseria menin-
gitidis izolowanych w Polsce”.
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Poradni w Zielonce przeprowadzono u 105 dzieci uczeszczajgcych do przedszkola
oraz u 15 osob personelu przedszkolnego jak réwniez u 2 osob dorostych po-
zostajacych w bliskim kontakcie z jednym z chorych dzieci, badania w kierunku
nosicielstwa w gardle bakterii Neisseria meningitidis.

Osoby ktore nie poddaty sie badaniom w wyznaczonym dniu, jak réwniez osoby
u ktoérych przewidziano wykonanie kontrolnych badan byly kierowane do pra-
cowni bakteriologicznej przy szpitalu w Wolominie. Ogotem przebadano 130 osdb
(111 - dzieci, 15 oséb personelu oraz 4 osoby z otoczenia chorych dzieci).

Lekarze epidemiolodzy z Warszawskiej WSSE i TSSE w Wotomienie pobierali
materiat do badan w postaci wymazu z tylnej Sciany gardta. Posiewany byt on
bezposrednio na podtoze wybidrczo-namnazajace - agar czekoladowy z dodat-
kiem antybiotykow/linkomycyny [1 mg/L], amfoterycyny B [2mg/L] i trimetoprimu
[3mg/L] oraz na agar czekoladowy bez antybiotykow.

Do izolacji meningokokdw od nosicieli moga by¢ stosowane podtoza wybiorczo-
-namnazajace z dodatkiem antybiotykdw w rédznych kombinacjach: np. podtoze z ko-
listyng 7,5 mg/L, linkomcyng 0,5 mg/L, amfoterycyng B 1,0 mg/L i trimetoprimem
5.0mg/L (6), czy podtoze z kolistyng 7,5mg/L i wankomycyng 3,0mg/L (12), ewen-
tualnie podtoze z wankomycyng 3,0 mg/L, kolistyng 7,5 mg/L i trimetoprimem
5.0mg/L (14).

Posiane ptytki z podtozem agarowym umieszczano w ciaggu godziny w eksykato-
rze z C02i inkubowano w 37°C. Nastepnego dnia prowadzono identyfikacje drobno-
ustrojow, ktére wyrosty w postaci jednorodnych kolonii na podtozu agarowym
a w przypadku wzrostu mieszanego przesiewano roznigce sie kolonie na agar czeko-
ladowy. Do identyfikacji pobierano materiat z jednorodnej hodowli. Ptytki bez wzro-
stu bakterii inkubowano przez nastepne 48 godziny.

W | etapie identyfikacji oceniono wyglad kolonii, wykonano preparat mikro-
skopowy barwiony metodg Grama, test na wykrywanie oksydazy, katalazy oraz
w niektorych przypadkach odczyn lateksowy. W Il etapie identyfikacji ziarenkowce
Gram-ujemne, oksydazo i katalazo-dodatnie analizowano z uzyciem testu API-NH
w celu przeprowadzenia identyfikacji gatunkowej drobnoustrojow.

W ramach prowadzonej analizy z przebadanej ogolnej grupy, stopniowo wy-
kluczono osoby, u ktérych nie wyhodowano bakterii z rodzaju Neisseria. Pierwszego
dnia prowadzenia identyfikacji wykluczono 74 osoby, w drugim dniu 31. Natomiast
trzeciego dnia analizowano przypadki 17 oséb (hodowle do tej pory nie byly jedno-
rodne) oraz prowadzono identyfikacje gatunkowa wyizolowanych drobnoustrojéw
z rodzaju Neisseria.

W wyniku przeprowadzonych badan nosicielstwa, stwierdzono wystepowanie:
szczepow N. lactamica u 5 0s6b, N. mucosa u 2 os6b u jednej - N. sicca.

U 6-letniego chiopca uczeszczajgcego do 11l grupy przedszkolnej wyhodowano
szczep, ktory wstepnie okreslono jako N. meningitidis (dwoinki Gram-ujemne, oksy-
daza i katalaza dodatnie, grupa serologiczna B, wynik testu Api-NH wskazujgcy na
meningokoki).

U 8 osob, dla ktorych badania nosicielstwa wykonano w szpitalu w Wotominie
nie wyhodowano szczepu N. meningitidis.

Przy okazji badan nosicielstwa (prowadzanych w ramach projektu badawczego
KBN) wyhodowano szereg szczepow S. pneumoniae i H. influenzae.
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Ze wzgledu na brak czasu [konieczno$¢ przeprowadzenia chemioprofilaktyki
u osoby podejrzanej o nosicielstwo meningokokéw, w sobote i niedziele (4-5 paz-
dziernika)] nie potwierdzano identyfikacji gatunkowej i nie okre$lano w tym momen-
cie lekoopornosci wyizolowanych szczepéw.

Do eradykacji nosicielstwa oraz do profilaktycznej antybiotykoterapii, zgodnie
z zaleceniami WHO, wybrano ryfampicyne, antybiotyk dobrze penetrujacy do wy-
dzieliny btony $luzowej gérnych drég oddechowych, na ktéry szczepy Neisseria me-
ningitidis wykazuja duzg wrazliwos¢.

W ramach chemioprofilaktyki ryfampicyne podaje sie doustnie, stosujgc u doro-
stych dawke 300 mg co 12 godz. przez dwa dni (4 dawki), u dzieci stosuje sie
odpowiednio 5-10 mg/kg masy dala co 12 godz. w 4 dawkach.

W przypadku o0séb z Zielonki lekarz epidemiolog podjat decyzje o zastosowaniu
chemioprofilaktyki u:

- otoczenia domowego dziewczynki, ktéra zmaria,

- chiopca podejrzanego o nosicielstwo N. meningitidis

- otoczenia domowego chtopca podejrzanego o nosicielstwo N. meningitidis.

Otoczenie domowe (osoby doroste) drugiej dziewczynki (z sepsg meningokokowa)
otrzymato od lekarza leczagcego w ramach chemioprofilaktyki pojedynczg dawke
cyprofloksacyny.

BADANIA POROWNAWCZE 6 SZCZEPOW MENINGOKOKOWYCH
IZOLOWANYCH OD CHORYCH Z REJONU TSSE W WOLOMINIE
W OKRESIE MARZEC 1996 - LISTOPAD 1997

W celu wyjasnienia, czy zachorowania w Zielonce spowodowane byly tym samym
szczepem N. meningitidis oraz czy wyhodowane w tych przypadkach izolaty byty
podobne do innych szczepéw wyizolowanych w ostatnim okresie czasu na terenie
WSSE w Wotomienie, przeprowadzono badania poréwnawcze stosujgc m.in. najbar-
dziej nowoczesne metody typowania genetycznego drobnoustrojéw. Badania prze-
prowadzono w Zakladzie Neisseria Statens Serum Institut w Kopenhadze, Dania.

Szczepy wyizolowane we wrze$niu 1997 r. z jednej prébki ptynu moézgowo-
-rdzeniowego i krwi obu dziewczynek zostaty zidentyfikowane jako Neisseria menin-
gitidis, serogrupy B, nietypujace sie i o subtypie PI.14 (fenotyp - N. meningitidis
B:NT :P1.14) (17).

Przeprowadzono badanie wrazliwosci obu szczepéw meningokokowych na peni-
cyline, cyprofloksacyne i sulfametoksazol metoda oznaczania najmniejszych rozcien-
czen hamujacych wzrost drobnoustrojéw (MIC) w podtozu statym oraz w przypadku
penicyliny dodatkowo z zastosowaniem E-testu. Oba szczepy wykazywaty takie same
wartosci MIC, duzg wrazliwos¢ na penicyline [MIC = 0,063 mg/L] i cyprofloksacyne
[MIC = 0,004 mg/L] oraz na sulfametoksazol [MIC = 0,5 mg/L].

W celu okreslenia genetycznego pokrewienstwa miedzy szczepami zastosowano
metode elektroforezy pulsacyjnej (PFGE - pulsed field gel electrophoresis) polegajaca
na porownaniu wzoréw fragmentow DNA chromosomalnego uzyskanych w wyniku
trawienia tego zwigzku enzymami restrykcyjnymi (Bgl Il i Not 1) i dla obu izolatéw
wykazano petng identycznos¢ wzoréw elektroforetycznych (rye. 1).



240

1 2 3 4 5 6

Kyc. 1. Wzory elektroloretyczne DNA
chromosomalnego, trawionego restryk-
tazg Bgl Il 6 szczepéw N. meningitidis
wyizolowanych od chorych z rejonu
TSSE w Wotominie w okresie 111 1996
- X11997, uzyskane metodg PFGE.
Szczepy 1-3 izolowano z p.m.r. chorych
w 1996 r. Szczepy 4 i 5 izolowano zmate-
riatu pobranego od dzieci z Zielonki.
Szczep 6izolowano z p.m.r. pd chorego
w listopadzie 1997 r.
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Dokonano réwniez oceny podobienistwa tych
dwoch izolatéw, referencyjng dla meningokokow,
metodg typowania elektroforetycznego (MLEE
-multilocus enzyme electrophoresis), polegajaca na
okresleniu wzoru odmian izoenzyméw wystepuja-
cych w cytoplazmie komorek meningokokdw (8).

Okreslono wzory 7 izoenzymdéw (ME-oksydo-
reduktaza jablczanowa, IDH-dehydrogenaza izo-
cytrynianu, G6P-dehydrogenaza 6-fosforo-glukozy,
GD2-dehydrogenaza glutaminianu zalezna od NAD,
ALP-fosfataza alkaliczna, ADK-kinaza adenylanowa,
FUM-fumaraza), ktére okazaty sie identyczne dla
obu badanych szczep6w.

Szczep wyizolowany w ramach nosicielstwa
N. meningitidis od dzieci z przedszkola w Zielonce,
wstepnie okreslony jako meningokok, po badaniach
przeprowadzonych w Statens Serum Institut w Ko-
penhadze (w oparciu o szerszg charakterystyke bio-
chemiczng i test Minibact (SSI)) zakwalifikowano
jako N. sicca ewentualnie N. perflava a wiec szczep
niechorobotwaérczy. Oznaczenie gatunku tego izolatu
okazato sie trudne do przeprowadzenia ze wzgledu na
nietypows ekspresje cech biochemicznych.

W listopadzie 1997 r. zanotowano kolejny przy-
padek zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych w re-
jonie, w ktérym wystapity dwa wczesniej omdwione
zachorowania. Przypadek ten dotyczyt 5-miesieczne-
go noworodka pici meskiej od ktérego wyizolowano
z ptynu mézgowo-rdzeniowego szczep N. meningiti-
dis B:22:P1.14, a wiec 0 nieco innym fenotypie niz
izolaty odpowiedzialne za sepse meningokokowsg
w Zielonce. Wykazano wrazliwos¢ badanego izolatu
na penicyling [MIC = 0,063 mg/L] i cyprofloksacyne
[MIC =0,004 jg/L] oraz oporno$¢ na sulfametoksa-
zol [MIC = 32 mg/L],

Ze wzgledu na wystgpienie wszystkich trzech

przypadkéw wjednym rejonie w dos$¢ krotkim okresie czasu, przeprowadzono analize
genetyczng wszystkich 3 izolatdbw dwiema omawianymi wczesniej metodami typowa-
nia. Wyniki obu analiz wykazaty niewielkie réznice miedzy dwoma identycznymi
izolatami pochodzacymi z miesigca wrzesnia a wyizolowanym w listopadzie szczepem
N. meningitidis. W metodzie MLEE wykazano réznice w jednym z 7 badanych od-
mian izoenzym6éw (IDH), natomiast wzory restrykcyjne DNA chromosomalnego
uzyskane metodg PFGE wykazaty réznice kilku fragmentéw DNA (trawionego dwie-
ma restryktazami) miedzy izolatami z wrze$nia a izolatem listopadowym (rye. 1).
Dodatkowo postanowiono dokona¢ poréwnania omawianych szczepéw z trzema
meningokokami wyizolowanymi w 1996 roku réwniez w szpitalu w Wolominie.
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Tabela |. Charakterystyka fenotypowa i wrazliwo$¢ na wybrane leki szczepéw N. meningitidis wyizo-
lowanych w rejonie podlegajacym TSSE w Wotominie

NT - szczep nie poddajacy sie typowaniu; NST - szczep nie poddajacy sie subtypowaniu;
* szczepy otrzymane ze szpitala w Wotominie; **szczepy otrzymane z WSSE

W tabeli | zestawiono fenotypowg charakterystyke oraz badania wrazliwosci na peni-
cyling, cyprofloksacyne i sulfametoksazol dla wszystkich analizowanych szczepow.

Wzory elektroforetyczne uzyskane metodg PFGE wykazaly duze réznice mie-
dzy szczepami, z wyjatkiem dwdch identycznych izolatdw pochodzacych z wrzesnia
1997 r. i stosunkowo blisko spokrewnionego genetycznie izolatu pochodzacego
z listopada (rye. 1).

Na podstawie przeprowadzonej analizy fenotypowej oraz genetycznej meningokokow
mozna przyja¢ z bardzo duzym prawdopodobieristwem, ze oba przypadki posocznicy
u dziewczynek w Zielonce spowodowane zostaty tym samym szczepem N. meningitidis.
Pomimo réznych grup przedszkolnych oraz zabezpieczeri organizacyjnych na terenie
przedszkola nalezy podejrzewac, ze dziewczynki bezposrednio kontaktowaty sie ze soba.
Spowodowato to, ze powstato ognisko zakazeh meningokokowych w Zielonce.

Badania nosicielstwa nie potwierdzity podejrzenia o obecnosci w $rodowisku,
0s6b bedacych nosicielami dobrze scharakteryzowanego szczepu N. meningitidis izo-
lowanego z przypadkéw sepsy. Poréwnanie wzordw fenotypowych, lekokopornosci
i badania genetyczne wykazaty, ze tylko dwa izolaty z wrzesnia byly identyczne wsrod
analizowanych 6 szczepow N. meningitidis izolowanych w rejonie TSSE w Wotominie
w okresie marzec 1996 - listopad 1997.

NOSICIELSTWO N. MENINGITIDIS

Nosicielstwo N. meningitidis, w wiekszosci przypadkéw nie prowadzi do rozwoju
choroby. Jednakze kolonizacja nabtonka S$luzowki jamy nosowo-gardlowej przez
meningokoki jest procesem, ktéry w sprzyjajacych okoliczno$ciach moze zapoczat-
kowaé rozwdj zakazenia.

Podczas okresow nieepidemicznych od 5 do 30% populacji ludzkiej jest skoloni-
zowane przez N. meningitidis. Sugeruje to, ze podobnie jak w przypadku innych
zakazen bakteryjnych, to czynniki gospodarza a nie tylko czynniki bakteryjne wpty-
wajg na rozwdj zakazenia.

Nosicielstwo N. meningitidis jest Scisle zwigzane z wiekiem gospodarza. W niemowlec-
twie i we wczesnym dzieciristwie nosicielstwo meningokokdw w jamie nosowo-gardtowej
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jest zjawiskiem rzadkim (od 2 do 7%) (13). W tym okresie $luzowka dzieci jest
skolonizowana przez dwoinki N. lactamica $cisle spokrewnione z N. meningitidis.

Neisseria lactamica jest drobnoustrojem niechorobotwérczym i rézni sie od
N. meningitidis zdolnoscig do fermentacji laktozy oraz brakiem wydzielania protei-
nazy IgA. Szczyt nosicielstwa N. lactamica stwierdzono w grupie dzieci od 7 miesiecy
do 3 lat i moze dotyczy¢ 50% populacji w tym wieku (3).

Nosicielstwo N. lactamica jest prawdopodobnie bardzo wazne w rozwoju odpor-
nosci na choroby meningokokowe, poniewaz dzieci, ktorych $luzowka jest skolonizo-
wana przez ten drobnoustroj wytwarzajg przeciwciata reaktywne wobec antygenow
komadrkowych szczepow N. meningitidis nalezacych do serogrup A, B i C (10).

Czas trwania nosicielstwa N. lactamica jest stosunkowo krotki: 3-4 miesigce ale
stopien nabywania tego nosicielstwa jest bardzo wysoki, szczegélnie u niemowlat.
Dzieci, ktérych $luzéwka byta kolonizowana przez N. lactamica, rzadko zapadaja na
choroby meningokokowe, szczeg6lnie w czasie epidemii (11).

Najwiecej nosicieli N. meningitidis stwierdza sie w grupie starszych nastolatkow
i modych osob dorostych (15-24 lat). Nosicielstwo moze obejmowac od 25 do 35% tej
populacji. (5,13). U o0séb starszych nosicielstwo meningokokdéw spada do poziomu 10%.

Wysoki poziom nosicielstwa N. meningitidis stwierdza sie w rodzinach i wsrod
0s0b majacych bardzo bliski kontakt z chorym (osoba chora rzadko stanowi zrddto
zakazenia).

Najwyzsze nosicielstwo stwierdza sie w rodzinach, w ktérych chorym byt noworodek,
Srednie gdy pacjentem byto dziecko w wieku od 1do 14 lat najnizsze w rodzinach gdzie
chorym byta osoba dorosta. Dane te sugeruja, ze niemowleta i dzieci nabywajg szczepy
inwazyjne podczas kontaktu z bliska rodzina, natomiast w przypadku nastolatkow i osob
dorostych nabywanie szczepow zachodzi w trakcie kontaktow na zewnatrz domu (4).

Wyzsze nosicielstwo szczepéw N. meningitidis'. 40-60% stwierdza sie u 0s6b zyja-
cych w zamknietych spotecznos$ciach, takich jak jednostki wojskowe, szkoty, kopal-
nie, wiezienia itp. (2, 14, 15).

Wyniki badar w kierunku nosicielstwa w gardle bakterii Neisseria meningitidis
przeprowadzone w Zielonce sg generalnie zgodne z danymi literaturowymi dotycza-
cymi nosicielstwa meningokokéw u dzieci z tej grupy wiekowej. Na 105 przebada-
nych dzieci w wieku przedszkolnym u 5 os6b stwierdzono wystepowanie N. lac-
tamica, u 2 os6b N.mucosa i u 1 osoby N.sicca. Nie stwierdzono nosicielstwa
N. meningitidis w tej grupie wiekowej. Wedtug jednych danych literaturowych nosicie-
Istwo u dzieci w wieku od 0 do 4 lat wynosi 0%, a w grupie 5-9 lat okoto 16% (16),
wedtug innych doniesien u dzieci do lat 6 nosicielstwo meningokokéw wynosi tylko
okoto 6% (7). W przypadku meningokokéw mozemy wyraznie rozgraniczy¢ nosiciel-
stwo, ktdrego szczyt osiggany jest pod koniec dwaéch pierwszych dekad zycia a naj-
wyzszym poziomem zachorowan, ktéry wystepuje u dzieci ponizej 1roku zycia.

PODSUMOWANIE

W pracy omdwiono badania nosicielstwa w kierunku Neisseria meningitidis
u 0s6b z Zielonki. Badania te nie potwierdzity podejrzenia o obecnosci w Srodowisku,
0s6b bedacych nosicielami szczepu N. meningitidis wyizolowanego z przypadkow
posocznicy meningokokowej.
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Przeprowadzono badania poréwnawcze (typowanie fenotypowe, genotypowe

oraz ocene wrazliwosci szczepdw na wybrane chemioterapeutyki) szczepéw N. menin-
gitidis wyizolowanych ze krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego 0s6b chorych, hospi-
talizowanych w ostatnim okresie na terenie SSE w Wotominie. Dwa izolaty uzyskane
od chorych dzieci z przedszkola w Zielonce posiadajg identyczne wzory elektro-
foretyczne, pozostate izolaty N. meningitidis wykazujg duze réznice we wzorach elek-
troforetycznych uzyskanych metodg PFGE i MLEE.

W. Grzybowska, G. Dulny, A. Czerska, S. TysKki
MENINGOCOCCAL CARRIAGE STUDY PERFORMED IN ZIELONKA TOWN
AND CHARACTERISATION OF NEISSERIA MENINGITIDIS
STRAINS RECENTLY ISOLATED FROM BLOOD AND CSF
OF PATIENTS FROM WOLOMIN’S HOSPITAL - WARSAW’S DISTRICT
SUMMARY

Meningococcal carriage study, performed after N. meningitidis outbreak in Zielonka included

130 persons (111 children). No N. meningitidis strain was isolated. Phenotype and genotype analysis
of 6 meningococcal isolates obtained from blood and CSF, showed their heterogeneity with exception
of 2 isolates from Zielonka’s cases of meningococcal sepsis which were identical.
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